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摘要 :【 目 的] 建立 一 种 简便 、 快速 旦 能 大 量 获得 家 看 素 (bombyxin- 卫 ，BBX 了) 的 有 效 方法 。【 方 法 运用 RT- 
PCR 技术 得 到 bombyxin- TEN ER cDNA 序列 , 采用 原核 表达 技术 对 该 基因 进行 异 源 表 达 , 并 利用 亲 和 层 析 的 方 
法 得 到 纯化 的 BBX 卫 蛋白 。[【 结果】 从 家 看 Bombyx mori 头 部 mRNA 中 经 过 反 转 录 获 得 bombyxin- I EAH cDNA, 
并 构建 了 原核 表达 载体 pET28a-BBX I , 经 过 异 两 基 硫 代 半 乳糖 苷 (IPTC) 诱 导 , 使 BBXI 获 得 了 大 量 表达 , 进 一 
步 用 HisTrap HP 亲 和 层 析 , 成 功 得 到 大 量 纯化 的 BBXI。[ 结 论 ] 本 实验 建立 的 原核 表达 方法 和 蛋白 纯化 技术 ， 
是 大 量 制备 BBX 开 的 一 种 简易 而 有 效 的 方法 , 为 进一步 开展 BBX 的 分 泌 机 制 和 作用 机 理 研 究 , 以 及 利用 原核 表 
达 系 统 研 发 BBX 降 血糖 药物 商定 了 基础 。 
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Abstract: [ Aim] To establish a simple, quick and effective method to get a large number of bombyxin- 
Il (BBX [I ). [Methods] Full-length cDNA of the bombyxin- II gene from the silkworm (Bombyx mori) 
was obtained through RT-PCR technique, and its promoter sequences were cloned based on genome 
sequences of the silkworm. Meanwhile we got purified BBX [| protein by affinity chromatography. 
[ Results] We obtained the cDNA of bombyxin- [] by reverse transcription of the mRNA from the head of 
the silkworm and built the prokaryotic expression vector pET28a-BBX |[. The BBX [I was highly 
expressed by IPTG induction. Then we successfully got a large amount of purified BBX II by HisTrap HP 
affinity chromatography. [ Conclusion] The prokaryotic expression and protein purification technology that 
we built is a simple and effective method to obtain a lot of preparation of BBX Il. The results lay a 
foundation for further research of the secretion and action mechanisms of BBX and for discovery of BBX 
hypoglycemic drugs by using prokaryotic expression system. 
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Suzuki 等 (1982) 在 研究 家 看 促 前 胸腺 激素 
( prothoracicotropic hormone, PTTH) 的 过 程 中 ,从 家 
得 的 头 部 分 离 纯化 出 约 50 pg 大 小 为 5 kD 的 多 上 肽 ， 
该 多 肽 能 像 PTTH 那样 活化 蕊 腑 看 的 前 胸腺 ， 故 命 
名 为 小 PTTH( 后 称 为 4K-PTTH)。 但 由 于 该 多 肽 在 
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生理 剂量 范围 内 不 能 活化 家 看 的 前 胸腺 ,其 与 高 等 
动物 胰岛 素 二 级 结构 、 三 维 结构 相似 , 而 且 翻 译 及 
成 熟 过 程 与 胰岛 素 也 极为 相似 , 因此 改名 为 家 看 素 
(bombyxin, BBX) (Nagasawa et al., 1984). BBX 为 
最 早 在 昆虫 中 发 现 的 类 胰岛 素 肽 。 
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RAR ALA Ft WEA (Ishizaki, 2004), #8 
据 编 码 氨基 酸 序 列 的 相似 性 ,家 看 素 基 因 家 族 又 分 
成 7 个 亚 家 族 。 其 中 ,bombyxin- 卫 基因 编码 的 类 胰 
岛 素 肽 与 人 胰岛 素 的 氨基 酸 序 列 同 源 性 约 为 40% 
( Nagasawa et al., 1986) 。 

家 不 素 不 仪 与 胰岛 素 结 构 类 似 , MAIER FF 
也 具有 与 胰岛 素 在 人 体内 相似 的 调 市 糖 代 谢 的 功能 
(Oda et al., 1997), Satake 等 (1997，1999 ) 报道 ， 
BBX 可 以 提高 海 荣 糖 酶 的 活性 , 促进 海 芝 糖水 解 成 
和 葡萄糖 ， 从 而 降低 看 蛾 血 淋 巴 中 的 海藻 粮 。 
Masumura 等 (2000 ) 还 发 现 , BEER DAR 
BBX REM. FRE (2011 ) 研究 表明 , 在 293FT 
细胞 内 表达 的 BBX 工 ,能 促进 人 肝癌 细胞 株 HepG2 
AU EM) al ad BE ke BA aM, AOA AR AR 
作用 。 

以 家 看 作为 模式 生物 研究 胰 总 素 信号 系统 调控 
能 量 代 谢 的 机 制 有 其 独特 优势 ( Colombani et al., 
2005 )。 但 目前 国内 外 尚 没 有 关于 利用 家 看 作为 糖 
尿 病 模型 和 降 血 糖 药 物 第 选 模型 的 研究 报道 , 而且 
BBX 了 在 家 看 体内 与 胰岛 素 在 哺乳 动物 体内 的 作用 
HERE, AMARE A. NIT RA RT 
FE, 必须 获得 大 量 相对 廉价 的 BBX, 利用 基因 工程 
方法 高 效 表达 bombyxin- TER, 并 建立 一 种 高 效 简 
易 的 BBX 纯化 技术 十 分 必要 。 为 此 , 本 实验 构建 
了 原核 表达 载体 pET28a-BBX I, AHR WMH 
ELBE (IPTG) 诱导 , 用 HisTrap HP 杀 和 层 析 成 
功 获得 具有 生物 活性 的 BBXI 纯 化 蛋白 , 为 大 量 制 
备 BBX 开 提供 了 一 种 有 效 的 方法 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 材料 和 主要 试剂 

供 试 家 看 品种 为 “ 广 食 一 号 ”, 由 山东 农业 大 学 
ae CR. RAR. ARE SY ORD Fe LR 
By HL 4 MA 24 h MIRAR, DEPC 水 洗 净 后 ， 
用 铅 稍 纸 包 好 , 置 于 -80Y 中 保存 备用 。 

大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH5a. BL21 ERR. JE 
核 表 达 载 体 pET28a( + ) 均 由 山东 农业 大 学 发 育 遗 
传 学 研究 室 提 供 。 目 的 基因 扩 增 引物 由 上 海 生 工 生 
物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 。RNA 提取 试剂 盒 、 
RRA BURMA AECA 
购 目 天 根 生 化 科技 (北京 ) 有 限 公 司 。Taq DNA HE 
合 酶 、 核 酸 限制 性 内 切 酶 、IPTG、DNA Marker, 4% 
日 质 Marker 等 购 自 山东 赛 恩 斯 科技 有 限 公 司 


(TaKaRa 代理 ) 。 

主要 试剂 配制 : O. 1 mol/L phosphate buffer 
(Na,HPO, 10. 988 g, NaH,PO, 2.712 g WF1 L 
ddH,O 中 , 调节 pH 24 7.4, RH); 20 mmol/L 
Binding Buffer(0. 1 mol/L phosphate buffer 200 mL, 
2.5 mol/L NaCl 200 mL, 1 mol/L IK Wk 20 mL, 加 入 
ddH,O #1L, 调节 pH 为 7.4, F-4C RE); 40 
mmol/L Washing Buffer(0. 1 mol/L phosphate buffer 
200 mL, 2.5 mol/L NaCl 200 mL, 1 mol/L HEM 40 
mL, MA ddH,O 2 1 L, My pH 47.4, F-4C 
保存 ); 500 mmol/L Elution Buffer (0. 1 mol/L 
phosphate buffer 200 mL, 2.5 mol/L NaCl 200 mL, 
DÉME 34.04 g, 加 入 ddH,O 21 L, 调节 pH 为 7.4， 
于 -4% 保 存 ) o 
1.2 家 看 头 部 总 RNA 的 提取 

根据 总 RNA 提取 试剂 盒 RNAsimple Total RNA 
Kit (离心 柱 型 ) 说 明 书 的 步骤 ,提取 家 和 在 头 部 总 
RNA, ET -80C 中 保存 备用 。 
1.3 家 看 头 部 CDNA 的 获得 

按照 反 转 录 试 剂 盒 RevertAid First Strand cDNA 
Synthesis Kit 说 明 书 的 步骤 , 将 RNA 反 转 为 cDNA， 
EF -20C 中 保存 备用 。 
1.4 bombyxin- I 基因 的 克隆 与 测序 

根据 GenBank 已 经 注册 的 bombyxin- Il ER KK 
苷 酸 序列 , 设计 一 对 简 并 引物 , 正 癌 引物 序列 为 : 
5’-TCCATGAAGATACTCCTTGCTATT-3’, 反问 引物 
序列 为 : 5'-CTTCTAACAGTACGACAGAGC-3'. FA 
于 扩 增 bombyxin- Il EA HI ke WARE: 94°C 预 变 性 
10 min; 94°C 变性 30 s, 59°C 退火 30 s, 72°C 延伸 30 
s, 共 30 个 循环 ; 72°C 再 延伸 10 min。 反 应 结束 后 ， 
用 1.0% SrA PHBE Tell] PCR 产物 ， 回 收 目的 
片段 , 回收 产物 与 pPMD19-T 载体 在 16 过 夜 连接 ， 
连接 产物 转化 五 coli DH5a, TEGAN ARS 
养 基 上 进行 蓝 日 斑 第 选 , 随机 挑 取 白 色 菌 沙 进 行 菌 
落 上 鉴定, ic an PAPE EME, 由 上 海 生 工 生物 工程 技 
术 服 务 有 限 公 司 进行 测序 鉴定 。 
1.5 原核 表达 载体 的 构建 及 目的 重 白 的 诱导 表达 
5 SDS-PAGE 电泳 分 析 

根据 已 克隆 的 bombyxin- 荆 基因 的 核 背 酸 序列 ， 
设计 市 有 酶 切 位 点 的 正 同 引物 (5 
GAAGCTTGGATCCATGAAGATACTCCTTGCTATT-3’ ) 
ANZ [ey 5 | 4 (5’-GAAGCTTAAGCTTCTAACAGTACGA 
CAGAGC-3') 用 于 扩 增 基因 的 编码 区 ; SH EE IBC 
电泳 检测 PCR 产物 , 回收 目的 片段 与 pMD19-T & 
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et al., 1989; Adachi-Yamada et al., 1994). HA MH 
RUN, 家 在 素 在 昆虫 体内 具有 调和 变态 发 育 、 参 
与 糖 代 谢 调 控 、 促进 造血 絮 官 细胞 增殖 以 及 卵巢 发 
育 等 多 种 生理 功能 。 

A FW, 家 看 与 脊椎 动物 及 其 他 多 细胞 动物 
胰岛 素 的 单一 基因 型 不 同 , 由 于 受到 长 期 人 工 驯 养 
和 目 然 选择 的 双重 压力 , 复杂 的 多 基因 结构 决定 其 
保守 的 类 胰岛 素 信号 通路 拥有 更 独特 的 进化 方式 
(Ishizaki, 2004) 。 而 且 利 用 家 看 作为 模式 生物 进行 
生理 生化 研究 , 可 以 区 服 以 果 蝇 作为 模式 生物 的 一 
些 缺 点 ,与 果 蝇 相 比 ,家 乍 具有 个 体 大 小 适中 、 发 
育 周 期 相对 较 短 、 繁 殖 能 力 强 、 容 易 饲 养 等 特点 ， 
更 便于 进行 解剖 、 培养 、 生理 测定 等 实验 操作 。 
此 , 家 看 是 研究 昆虫 类 胰岛 素 生 理 功能 的 良好 材料 。 

本 实验 成 功 构建 了 bombyxin- 匡 基因 的 原核 表 
达 载 体 , 并 获得 了 大 量 的 目的 蛋白 。 我 们 在 另外 的 
实验 中 证 明 , 给 家 和 看 注射 用 该 方法 制备 的 生理 剂量 
HY BBX I, 可 以 显著 降低 家 看 的 血糖 水 平 , 而 且 利 
用 该 重 日 已 经 制备 了 具有 活性 的 BBX 开 抗体 (正在 
用 该 抗体 进行 其 他 相关 试验 ) 说 明 利用 本 实验 建 
立 的 原核 表达 方法 和 蛋白 纯化 技术 能 够 产生 具有 生 
理 活性 的 BBX I, Aide te A SE AG Ap eA 
和 集 日 纯化 过 程 中 , 针对 bombyxin- I ZEA WA FIT 
所 采用 的 试剂 、 培 养 基 组 成 、IPTCG 诱导 时 间 、 分离 
纯化 条 件 等 进行 了 系统 的 试验 比较 , 探 明 了 目的 基 
的 原核 表达 载体 构建 方法 、 诱 导 表 达 条 件 和 目的 
重 日 分 离 纯化 的 有 效 方法 , 最 终 得 到 其 适宜 诱导 表 
KALE EA Us Ill Fl 4d HF, IPTC 最 佳 诱导 时 间 为 6 
h, ARSE 2H GAS AG BY oo eS IB Bie FER EN 15% o 
试验 中 发 现 , 不 添加 葡萄 糖 培 养 的 菌 体 超声 上 清 比 
添加 葡 葡 糖 的 上 清 液 中 目的 蛋白 条 带 要 明显 增强 ， 
说 明 添 加 葡萄 糖 抑 制 了 BBX TD EAA wR 
1K, 具体 机 理 有 待 进一步 研究 。 

本 实验 建立 的 BBX [原核 表达 及 蛋白 分 离 纯 
化 技术 , 方法 较为 简单 ,表达 量 高 ， 纯 化 效果 好 ， 
可 在 短期 内 获得 大 量具 有 生理 活性 的 目的 蛋白 ,为 
进一步 开展 家 看 BBX 荆 的 相关 研究 葛 定 了 基础 ,对 
TRAZAR MIDE AMIA ATEN o 
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